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2. イネ科植物の ACT 単離および転写量解析 
オオムギACT (HvACT1)は，ACT活性を有する酵素として初めて単離・同定された酵素である。
コムギでは，近年，赤かび病抵抗性品種のメタボロームおよびゲノム解析により，抵抗性遺伝子の
候補として KT962210 が報告された。この遺伝子は，コムギの遺伝子発現抑制や CouAgm 生産能
を欠損したシロイヌナズナでの相補実験により，ACT 活性を持つ酵素をコードしていると推測され
ている。一方で，コムギの遺伝子データベース上では HvACT1 により高い相同性を示す部分配列
が認められることから，コムギでは KT962210 とは別の遺伝子が HvACT1のオルソログとして存在し
ている可能性が予測された。また，イネにおいて HCAA 生合成に関与する遺伝子候補として，
OsAHT1 および Os09g0544000 が報告されている。一方で，ムギクサにおいては ACT に関する報
告はいまだない。そこでまず，これらのイネ科より HCAA の生合成に関与しうる ACT の取得を試み
た。 
遺伝子データベースの検索および 5-，3-RACE 法などを用いて，HvACT1 と高い相同性をもつ
2 つの新規配列 (TaACT1-1，TaACT1-2)をコムギから取得した。逆にオオムギからは，コムギの
KT962210 と高い相同性を持つ遺伝子を単離して HvACT2 とし，コムギの KT962210 を TaACT2 と
した。さらに，今回得られた ACT様遺伝子間で保存性の高い領域より設計したプライマーを用いて，
ムギクサより新規配列 (HmACT)を得た。 
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単離した ACT 様配列を分子系統解析したところ，すべての酵素は BAHD スーパーファミリーの
clade IVa に分類された。さらにコムギ連由来 ACT は ACT1 (HvACT1, TaACT1-1，TaACT1-2)と
ACT2 (HvACT2，TaACT2，HmACT)の 2つのサブグループに分けられた。また，ACT1 と ACT2遺
伝子はともに，オオムギとコムギの同一の染色体上で互いに近接して座乗していることが明らかとな
った。 
次に，各 ACT 様遺伝子を qPCR により定量するため，播種後 96 時間までの植物体地上部から
経時的に cDNAを調製し，転写産物の絶対定量を行った。その結果，オオムギ HvACT1の転写量




Fusarium graminearumを播種後 3週間のオオムギ第 3葉に接種し，24時間後の遺伝子発現量を
定量した結果，HvACT1のみが分生子の接種により有意に増加することが明らかとなった。 
 
3. イネ科 ACT の活性評価 
取得した ACT 様遺伝子がコードするタンパク質の活性を調べるため，大腸菌を宿主として異種
発現させ，金属アフィニティークロマトグラフィーにより精製した。基質として p-クマロイル-CoA やフ
ェルロイル-CoA などの桂皮酸類 CoA エステルと，アグマチン，プトレシンなどのアミンを用いて活
性を評価した。その結果，全ての遺伝子が HCAA 生成能を持つタンパク質をコードしていることが
示されたが，イネの酵素は他植物に比べて極めて弱い活性しか示さなかった。また，いずれの酵素
も全ての CoAエステルに対して活性を示し，酵素間で特定の CoAエステルに対する Km値に大き
な差は認められなかった。その一方で，アシル基受容体であるアミンに対しては基質認識が厳密で
あり，コムギ連のACTでアグマチンへの高い特異性が見られた。今回検討した酵素の中では，最も
遺伝子転写量の大きいオオムギ HvACT1 が最大の kcat値と kcat/Km 値を示し，オオムギが多量の
HCAA を蓄積する理由が HvACT1 にあることが示された。一方で，ムギクサ HmACT の酵素活性
がそれほど大きくないにもかかわらず，ムギクサにも HCAA が比較的多く蓄積することを考えると，
酵素活性よりも転写量の寄与するところが大きいといえる。 
アシル基受容体であるアグマチンに対する親和性でコムギ連の ACT を比較したとき，Km値が 5 
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は異なるコムギ TaACT2 を対象とし，ACT の結晶構造解析を試みた。結晶化に際しては，活性評
価の項と同様に ACT を発現・精製後，さらにゲルろ過クロマトグラフィーと陰イオン交換クロマトグラ
フィーにより高度に精製した。精製タンパク質を濃縮し，結晶化条件スクリーニングを行ったところ，
HvACT1 では板状，TaACT2 では柱状の結晶が形成されたため，これらを X線構造解析に供した。
この結果，HvACT1は 1.8 Å，TaACT2は 2.3 Åの分解能でアポ体の結晶構造解析に成功した。両
酵素とも非対称単位に 1分子が含まれ，HvACT1結晶では構造中の 9つの Cys残基のうち，分子
表面にある 8つのCys側鎖がジメチルアルシン化されていた。また，両酵素の全体的なフォールデ








残基を HvACT1 と TaACT2で比較したところ，構成アミノ酸残基はすべて一致していた。しかし，ア
シル基受容体入口の立体構造に顕著な違いが確認された。まず，入口に位置する Phe39 側鎖の
配向が大きく異なり，HvACT1では側鎖が酵素内側を向いていて触媒中心のHis残基の近傍に位
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高いものと判断された。これらの研究成果等を詳細に検討した結果，審査委員一同は博士（農
芸化学）の学位を授与する価値があると判断した。 
